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Jak polimorfizmy DNA w 
sekwencjach intronowych 

wpływają na fenotyp?
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Od wielu lat badania z zakresu genetyki molekularnej zwierząt 
domowych skupione były na poszukiwaniu polimorfizmów w se-
kwencjach genów ważnych z hodowlanego punktu wiedzenia 
[13]. Większość zidentyfikowanych polimorfizmów miała charak-
ter zmian jednonukleotydowych (SNP – single nucleotide poly-
morphism). Innymi obserwowanymi polimorfizmami były delecje i 
insercje pojedynczych nukleotydów oraz zmiany dotyczące 
zmienności liczby kopii długich sekwencji DNA (CNV – copy num-
ber variation). Obecność milionów polimorficznych miejsc w ge-
nomie wykorzystano do stworzenia narzędzia badawczego jakim 
jest mikromacierz SNP, która pozwala na określenie kilkuset ty-
sięcy miejsc polimorficznych w trakcie jednego eksperymentu. 
Mikromacierze SNP użyte w badaniach dużych populacji (grupa 
badawcza versus grupa kontrolna) opisywane są jako GWAS (ge-
nome-wide association studies). Dzięki takiemu podejściu meto-
dycznemu udało się wskazać, że polimorfizmy określonych ge-
nów wykazują związek z badaną cechą. Jeżeli zidentyfikowany 
polimorfizm położony jest w części kodującej genu może wpły-
wać na powstanie funkcjonalnego produktu białkowego, nato-
miast polimorfizmy w sekwencjach regulatorowych 5’- i 3’- flanku-
jących oraz intronowych mogą mieć różnorodny charakter (rys. 1).

W przypadku polimorfizmu w intronach najczęściej wskazuje 
się na możliwość zaburzenia procesu składania mRNA (ang. spli-
cing), co może powodować powstanie nieprawidłowego trans-
kryptu. Składanie mRNA jest skomplikowanym procesem, w który 
zaangażowanych jest wiele czynników cis i trans. Czynniki cis to 
charakterystyczne, konserwatywne elementy sekwencji intronów 
– miejsce 5’ donorowe (AG/GURAGU) i 3’ akceptorowe (YAG/
RNNN), miejsce rozgałęzienia (YNYURAC) oraz trakt polipirymi-
dynowy (gdzie R oznacza purynę, a Y – pirymidynę). Natomiast 
czynniki trans to różnorodne kompleksy białkowe i RNA (snRNP, 
czynniki splicingowe) odpowiedzialne za rozpoznanie intronów 
oraz katalizę i regulację reakcji składania mRNA. Wystąpienie 
mutacji w miejscach kluczowych dla przebiegu procesu składania 
mRNA będzie skutkowało: (1) pominięciem eksonu, (2) powsta-
niem nowej granicy ekson/intron, (3) powstaniem nowego eksonu 
w wyniku zmian w miejscach donora/akceptora. Szacuje się, że 
ok. 10% patogennych mutacji w genomie człowieka to tzw. muta-
cje w miejscach splicingowych (ang. splicing mutations) [8]. 
Wśród nich najczęstsze to mutacje w miejscach donorowych (5’) i 
akceptorowych (3’), natomiast mutacje w miejscach rozgałęzienia 
czy trakcie polipirymidonowym były rzadko opisywane. 

Również u zwierząt opisano szereg mutacji w sekwencjach in-
tronowych. Przykładem może być jedna ze znanych mutacji w 
genie KIT u świni. Substytucja G>A pierwszego nukleotydu w in-
tronie 17 tego genu powoduje wycięcie eksonu 17 podczas obrób-
ki potranskrypcyjnej [10]. Mutacja ta w powiązaniu z duplikacjami 
w genie KIT odpowiada za białe umaszczenie (dominant white) 
świń [6]. Podobny mechanizm opisano w odniesieniu do dziedzi-
czenia białego umaszczenia u lisów polarnych [15]. Polimorfizm 
(G>T) w intronie 12 genu KIT powoduje powstanie transkryptu po-
zbawionego eksonu 12 i odpowiada za powstanie białego domi-
nującego umaszczenia u tych zwierząt. 

W intronach mogą znajdować się sekwencje rozpoznawalne 
przez czynniki regulatorowe, których wiązanie będzie wpływało 

na poziom transkryp-
tu. Przykładem jest 
SNP w intronie 3 ge- 
nu IGF2 świni, który 
znosi wiązanie dla 
czynnika represoro-
wego ZBED6 i powo-
duje 3-krotny wzrost 
ekspresji genu IGF2 
w mięśniach szkiele-
towych. Mutacja ta 
ma duży wpływ na 
umięśnienie i otłusz-
czenie świń [9]. 

Pozostaje jednak 
wiele polimorfizmów 
w intronach, dla któ-
rych nie udało się Rys. 1. Możliwe mechanizmy oddziaływania polimorfizmów w regionach 5’ i 3’ regulatorowych oraz intronach na ekspresję genu
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jednoznacznie udowodnić ich wpływu na funkcjonalność genu. 
Może to wynikać stąd, że do tej pory badania skupiały się na okre-
ślaniu wpływu zidentyfikowanego polimorfizmu na ekspresję 
genu, w którym się on znajdował. Najnowsze badania pokazują, 
że polimorfizmy obecne w intronie jednego genu mogą wpływać 
na ekspresję innych genów, które są położne względem nich w 
dużej odległości (mln pz). 

Do badania interakcji między odległymi fragmentami genomu 
w komórce wykorzystywana jest metoda 3C (Chromosome Con-
formation Capture) [1]. W metodzie tej najpierw dokonuje się usie-
ciowania (ang. cross-linking), czyli utrwalania chromatyny za po-
mocą formaldehydu, w celu wytworzenia połączeń między DNA i 
białkami. Następnie DNA trawi się enzymem restrykcyjnym i pod-
daje się tak uzyskane fragmenty ponownemu łączeniu przy po-
mocy enzymu ligazy (proces nazywany ligacją), przy niskiej kon-
centracji DNA, aby w pierwszej kolejności ligacji podlegały powią-
zane ze sobą fragmenty DNA, a nie fragmenty przypadkowe. 
Kolejnym etapem jest odwrócenie procesu usieciowania (ang. 
reverse cross-linking). Uzyskane w ten sposób fragmenty DNA 
określane są mianem biblioteki 3C, którą następnie poddaje się 
analizie za pomocą technik PCR. Stosuje się startery specyficzne 
do miejsca ligacji do półilościowej oceny badanych fragmentów. 
Do bardziej precyzyjnej, ilościowej oceny częstości ligacji wyko-
rzystuje się technikę Real-time PCR z sondami TaqMan. Metoda 
3C wykonywana jest zwykle w przypadku analizy pojedynczych 
interakcji w układzie cis (loci położone w tym samym chromoso-
mie) lub trans (loci położone w różnych chromosomach). W wiel-
koskalowych analizach, kiedy badane są interakcje między setka-
mi czy tysiącami sekwencji DNA, wykorzystywane są rozwinięcia 
podstawowej techniki 3C, takie jak 4C i 5C [2]. 

Powyżej opisane podejście metodyczne zostało wykorzysta-
ne do analizy powiązań genu FTO z innymi elementami genomu. 
Gen FTO (ang. fat mass and obesity associated) uznawany jest 
za jeden z najważniejszych genów, którego polimorfizmy wiąza-
ne są z predyspozycją ludzi do otyłości. Gen ten odkryto w 2007 
roku, przeprowadzając badania asocjacyjne całego genomu 
ludzkiego (GWAS) w celu identyfikacji genów związanych z po-
datnością na cukrzycę typu 2 [5]. Po szczegółowej analizie oka-
zało się, że polimorfizmy typu SNP w pierwszym intronie tego 
genu są tak naprawdę powiązane ze wskaźnikiem masy ciała – 
BMI, a zwiększona masa ciała jest oczywiście czynnikiem ryzy-
ka zachorowalności na cukrzycę typu 2. Kolejne badania prze-
prowadzone na różnych populacjach i grupach wiekowych po-
twierdziły związek pomiędzy wariantami genu FTO a zwiększoną 
masą ciała. Produktem genu FTO jest enzym demetylaza kwa-
sów nukleinowych. Badania przeprowadzone na modelach my-
sich z zaburzoną ekspresją FTO sugerowały, że gen ten odgry-
wa istotną rolę w utrzymaniu homeostazy energetycznej organi-
zmu. Jednakże bardzo zastanawiające było to, że nie udało się 
jednoznacznie udowodnić wpływu badanych wariantów na po-
ziom ekspresji genu FTO. 

Najnowsze badania Smemo i wsp. [11] dowodzą, że powiąza-
nie między genem FTO a otyłością nie jest bezpośrednie, zaan-
gażowany w ten mechanizm jest bowiem jeszcze inny gen – IRX3, 
który koduje czynnik transkrypcyjny zaangażowany w wiele pro-
cesów rozwojowych. Chociaż gen ten jest oddalony od genu FTO 
o ok. 500 tysięcy par zasad, to jednak dochodzi do fizycznego 
kontaktu między tymi odległymi loci. Okazuje się, że regiony za-
wierające polimorfizmy typu SNP w intronie 1 genu FTO pełnią 
funkcje regulatorowe – są wzmacniaczami dla genu IRX3 i wpły-
wają na jego ekspresję, co schematycznie pokazano na rysunku 
2. Autorzy pracy, wykorzystując opisaną powyżej technikę 3C, 
badali odległe interakcje pomiędzy promotorem genu IRX3 a se-
kwencją intronową genu FTO, która jest wzmacniaczem (ang. en-
hancer) dla tego pierwszego. Badania przeprowadzono na zarod-
kach myszy i modelowego gatunku ryby – danio pręgowane (Da-
nio rerio), dojrzałych mózgach myszy oraz różnych liniach komór-
kowych człowieka, i wszędzie zaobserwowano interakcje między 
badanymi sekwencjami, co wskazuje ewolucyjnie konserwatywny 
mechanizm. Analizując poziom ekspresji w tkance mózgowej 
człowieka wykazano, że polimorfizmy typu SNP powiązane z oty-
łością w genie FTO są bezpośrednio związane ze zmianami eks-
presji genu IRX3, a nie mają wpływu na ekspresję genu FTO. 

Rys. 2. Wpływ polimorfizmu w intronie genu A na ekspresję genu B, poprzez 
interakcję z sekwencją promotorową genu B 

Bezpośrednim potwierdzeniem roli genu IRX3 w regulacji masy 
ciała były eksperymenty na nokautowanych myszach, u których 
inaktywowano gen Irx3. U badanych osobników zaobserwowano 
spadek masy ciała o 25-30% w porównaniu z osobnikami kontro-
lnymi. Różnica ta stała się wyraźniejsza, gdy osobniki zostały 
poddane diecie bogatej w tłuszcze. Masa ciała myszy z inaktywo-
wanym genem Irx3 nie uległa znaczącym zmianom, podczas gdy 
u osobników kontrolnych wzrosła o 63%. Co więcej, osobniki bez 
aktywnego genu Irx3 charakteryzowały się niższym udziałem 
tkanki tłuszczowej w całkowitej masie ciała, nie wykazywały obja-
wów nietolerancji na glukozę i oporności na insulinę spowodowa-
nych dietą wysokotłuszczową i starzeniem.

Opisany powyżej mechanizm, w którym w wyniku obecności 
wariantów polimorficznych w pierwszym intronie genu FTO do-
chodzi do zakłócenia funkcjonowania wzmacniacza genu IRX3 
jest przykładem, jak polimorfizmy w niekodujących sekwencjach 
genu (introny) mogą wpływać na zmienność fenotypową. Nie jest 
to jednak odosobniony przypadek, u ludzi opisano bowiem co naj-
mniej kilka przypadków, kiedy czynnik regulatorowy położony w 
sekwencji niekodującej jednego genu wpływa na ekspresję inne-
go genu. Wykazano m.in., że wzmacniacz położony w genie 
LMBR1 bierze udział w regulacji oddalonego o ok. 1 Mpz genu 
SHH i mutacje w sekwencji wzmacniacza powodują wady wro-
dzone kończyn w wyniku zaburzonej ekspresji genu SHH [7]. Na-
tomiast wzmacniacz w intronie genu HERC2 wpływa na ekspre-
sję sąsiadującego genu OCA2 i wpływa na pigmetację skóry, 
oczu i włosów [14]. U zwierząt domowych nie opisano dotąd po-
dobnych mechanizmów, co przede wszystkim związane jest z 
mało powszechnym stosowaniem metod badawczych służących 
analizie interakcji między odległymi fragmentami genomu. Odkry-
cie roli genu IRX3 w rozwoju otyłości wskazuje na zasadność ob-
jęcia analizą tego genu również u zwierząt – szczególnie u świń, 
które od lat stanowią cenny obiekt badawczy do analizy procesów 
odkładania tkanki tłuszczowej. Badania przeprowadzone na róż-
nych populacjach świń wykazały związek pomiędzy polimorfi-
zmami genu FTO a odkładaniem tkanki tłuszczowej i innymi ce-
chami związanymi z otłuszczeniem [3, 4, 12]. Czy zatem gen 
IRX3 będzie nowym genem kandydującym dla cechy otłuszcze-
nia świń?
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Barroso I., Wareham N.J., Karpe F., Owen K.R., Cardon L.R., Walker 
M., Hitman G.A., Palmer C.N., Doney A.S., Morris A.D., Smith G.D., 
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J.M., Anderson S.I., Archibald A.L., Andersson L., 2002 – Mamm. Ge-
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Wewnątrzmaciczne 
zahamowanie wzrostu u 

zwierząt – syndrom IUGR
Anna Rekiel, Barbara Królewska

Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Syndrom IUGR (intra uterine growth retardation) oznacza we-
wnątrzmaciczne zahamowanie wzrostu albo osłabiony wzrost  
i rozwój płodów lub ich organów w trakcie ciąży u ssaków. Ze 
względu na łatwość pomiaru, masa płodów lub masa urodzenio-
wa jest używana jako kryterium wykrywania IUGR. Syndrom zna-
ny od blisko pół wieku występuje samoistnie lub jest wywoływany 
czynnikami środowiskowymi.

IUGR występuje u bydła, owiec, kóz, koni oraz świń, a także 
psów, myszy, szczurów [55]. Stanowi duży problem w hodowli 
zwierząt. W ostatnim półwieczu intensywność badań w zakresie 
wymagań odżywczych ssaków się zwiększyła, wciąż jednak wie-
dza na temat wpływu żywienia na mechanizmy regulacji wzrostu 
płodów jest niepełna [37, 39, 61]. Okazało się, że czynników wa-
runkujących i sprzyjających wystąpieniu syndromu jest wiele: ge-
netyczne, epigenetyczne, dojrzałość matczyna i środowisko. 
Wpływają one na wielkość i funkcjonowanie łożyska, maciczno-
-łożyskowy transfer składników odżywczych i tlenu od matki do 
płodu, dostępność składników odżywczych dla płodu, układ we-
wnątrzwydzielniczy i szlaki metaboliczne u płodów. To od nich 
zależy wzrost i rozwój płodów, polegający na zwiększeniu liczby i 
rozmiaru komórek lub tkanek oraz zmianie ich struktury i funkcji 
[62]. Oprócz genetycznego wkładu rodziców, na wzrost i rozwój 
płodu wpływa: odżywianie matki (niskie lub wysokie spożycie pa-
szy, substancje toksyczne w paszy), zaburzenia wchłaniania jeli-
towego matki, niewystarczająca wartość płynów – owodniowego  
i omoczniowego oraz czynniki środowiska zewnętrznego, tempe-
ratura, stres. Znaczenie mają też zaburzenia u matki lub u płodów 
o charakterze metabolicznym i homeostatycznym, jak też niewy-
dolność lub dysfunkcja śluzówki macicy lub łożyska [36, 46]. Efekt 
stresujących warunków w łonie matki zależy od ich charakteru, 
nasilenia, etapu ciąży i czasu trwania. Niewystarczająca pojem-
ność macicy i nieodpowiednie w stosunku do potrzeb odżywianie 
matki są dwoma głównymi czynnikami, które mogą pogorszyć 
stan płodu.

Pojemność macicy a IUGR
Bazer i wsp. [4] definiują pojemność macicy w aspekcie fizjolo-
gicznych i biochemicznych ograniczeń nałożonych na wzrost i 
rozwój płodu przez macicę. Badania związane z pojemnością 
macicy obejmują jej niewydolność wywołaną doświadczalnie, 
spowodowaną zwiększeniem produkcji oraz naturalną, samoistną 
niewydolność macicy.

Niewydolność macicy wywołana doświadczalnie. Chociaż ge-
nom płodu odgrywa ważną rolę w potencjale wzrostu w okresie 
życia płodowego, to coraz więcej dowodów wskazuje na to, że 

środowisko wewnątrzmaciczne jest ważnym wyznacznikiem 
wzrostu płodu [59]. Kiedy zarodek od większej genetycznie matki, 
np. krowy, maciorki, klaczy, przeniesiono do biorczyni z niższą 
wydolnością, wyrażoną mniejszą pojemnością i masą macicy, do-
chodziło do IUGR [2]. Po przeniesieniu zarodka od mniejszej ge-
netycznie matki, mającej jednocześnie mniejszą pojemność ma-
cicy, do biorczyni o macicy bardziej pojemnej, uzyskiwano zwięk-
szenie wzrostu płodu [2, 14]. Przy takiej manipulacji stwierdzono 
jednak zaburzenia układu sercowo-naczyniowego [18].

Niewydolność macicy spowodowana zwiększeniem produkcji. 
Zmiany technologii reprodukcyjnych u bydła, w tym embriotrans-
fer, hormonalnie wywołane jajeczkowanie i twinning umożliwiają 
zwiększenie produkcji wołowiny przy obniżeniu kosztów, gdyż 
koszty jednego wycielenia stanowią ponad 50% całkowitych 
kosztów jej produkcji [26]. Wysoka plenność owiec jest cechą po-
żądaną w intensywnych systemach produkcji, a zwiększanie 
plenności maciorek na drodze selekcji genetycznej jest skutecz-
nym sposobem na poprawienie rentowności produkcji jagnięciny 
[21]. Zwiększenie liczby płodów w macicy bez zmiany jej pojem-
ności powoduje jednak niewydolność łożyska i niską masę ciała 
urodzonych jagniąt [20]. Dążenie do zwiększenia produkcji może 
przyczynić się do niewydolności macicy spowodowanej fizjolo-
giczną niedojrzałością zwierząt gospodarskich. Samice są czę-
sto używane do rozrodu zanim osiągną masę ciała dojrzałego 
somatycznie osobnika. Powszechnie praktykowane jest kojarze-
nie jarek z trykami, kiedy są one na etapie 2/3 dojrzałości, w celu 
uzyskania pierwszego wykotu w wieku 12-13 miesięcy [9]. Jałów-
ki i loszki zachodzą w pierwszą ciążę przy 70-80% dojrzałości. 
Masa urodzeniowa potomstwa niedojrzałych pierwiastek (jagnię-
ta, cielęta, prosięta, źrebięta) jest o 10-15% mniejsza w porówna-
niu do potomstwa urodzonego przez samice dojrzałe [7, 45, 58]. 
Matka i płód rosnąc konkurują o składniki odżywcze w czasie 
ciąży [46, 61].

Naturalna niewydolność macicy. Samoistne zjawisko IUGR 
pojawia się często u matek z ciążami wielopłodowymi [60]. 
Łączna masa łożyska zwiększa się, natomiast masa łożyska na 
jeden płód jest zmniejszona, w wyniku czego dochodzi do jego 
względnej niewydolności [46]. Masa urodzeniowa jagnięcia z 
trojaczków i z ciąży bliźniaczej stanowi 62% i 78% masy jagnię-
cia z ciąży pojedynczej [22], przy czym bliźnięta stanowią od 
38% do 52% wszystkich ciąż u owiec [50]. Nawet u maciorek 
dobrze odżywionych ciąża wielopłodowa spowalnia wzrost pło-
du, zmniejsza masę mięśni szkieletowych i ilość włókien mię-
śniowych u noworodków [24]. Podobne efekty zaobserwowano 
u potomstwa jałówek i krów [26] oraz klaczy [47]. Do naturalne-
go występowania IUGR najczęściej dochodzi u świń. Po 35. dniu 
ciąży pojemność macicy staje się czynnikiem ograniczającym 
wzrost płodów, nawet przy ich równomiernym rozmieszczeniu 
[3, 35]. Wzrost zróżnicowania płodów zależnie od położenia w 
rogu macicy (skrajne lub środkowe) jest widoczny w późnej fazie 
ciąży, gdy liczba płodów przekracza 5 na róg [41]. Czasami 
masa noworodków stanowi połowę lub jedną trzecią masy ciała 
największego prosięcia z miotu [56].

Niedożywienie a IUGR
Można wyróżnić niedożywienie ze względu na warunki produkcyj-
ne i niedożywienie związane z pojawieniem się fizjologicznych 
anomalii u matek.
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